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(54) Peptide ais Agonisten und/oder Inhibltoren der Amyloidbildung und/oder ZytotoxizitM sowie 
der Verwendung bei der AlzheimeKschen Krankheit, beim Typ II Diabetes mellltus und bel 
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(57) Die Erfindung betrlfft ein Peptid ats Agonist 
und/oder Inhibitor der Amyioidbildung. wobei das Peptid 
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Abb. 1: Anordnung der homologen Sequenzen von lAPP, p-AP und dem Prionprotein (PrP). Homoioge 
Reste sind unterstrichen : konservative Substitutionen sind in fett 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft P^lde mrt 3 - 15 Aminosauren. die ais Agonisten und/oder Inhibitoren der AmyloicfiDildung 
und Oder Toxizitdt fungieren und deshalb bei diesbezCkglich verechiedenen Krankheitsbildern eingesetzt werden kOn- 
5 nen. 

Neue Strategien und Wirkstoffe zur Therapie und Diagnose der o.g. amyloiden Krankheiten sind weftweit stark 
umforscht. Eine MOglichkeit zur Behandlung dieser Krankheiten mit Medikamenten/Pharmazeutika gibt es jedoch noch 
nicht. Der vorherschenden Lehrmeinung nach stnd bestimmte, fOr jede Krankheh spezif ische amyloide Proteine durch 
ihre Amyloidogenese oder Aggregation ursdchlich verantworiich fQr das Entstehen der amyloiden Krankheiten. Der 
10 Mechanismus zur Amyloidogenese und dem damit zusammenhdngenden Zelltod (Zytotoxizitdt) bei diesen Krankheiten 
ist jedoch weitgehend unbekannt und entsprechende hochspezifische Inhibitoren sind daher noch nicht identifiziert 
worden. Pharmazeutika zur Behandlung der amyloden Krankheiten auf der Basis solcher Inhibitoren wurden also 
ebenfalls noch nicht entwlckelt 

Ebenso haben die durch die Amyloidbitdung (Blldung von unlOsllchen Proteinaggregaten, den sogenannten amy- 
15 loiden Strukturen) verursachten proteinchemischen, technisch-analytischen Probleme bisher keine Analytik der Amy- 
toidbildung eriaubt Das hat dazu betgetragen, daS der Mechanismus der Amyloidbildung noch weitgehend 
unaufgeMdrt ist. Auf der Amyloldbildungsanalyse aufbauende diagnostische Verfahren (schnelle in vitro-Tests zur 
Bewertung von Menge, Zeitablauf und Qualitdt der anfiyloiden Strukturen) existieren daher bei den genannten Krank- 
heiten ebenfalls noch nicht. Zum Beispiel kann eine Diagnose bei der Alzheimer'schen nur symptomatisch (anstei> 
20 gende VergeBlichkeit oder dhnliches) oder post mortem durchgefOhrt werden. es k6nnen z.B. keine zuverldssigen 
Bluttests zu Lebzeiten der Patienten durchgefOhrt werden. 

Ausgehend hiervon ist es deshalb die Aufgabe der Erfindung, geeignete Peptide vorzuschlagen, die als Agonisten 
und/oder Inhbitoren der Amyloidbildung und/oder Zytotoxizitat fungieren kOnnen. 

Die Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale des Anspruchs 1 gelOst. Die UnteransprQche zeigen vor- 
25 teilhafte Weiterbildungen auf. Die Verwendung der Peptide ist in den AnsprOchen 7 bis 9 angegeben. 

ErfindungsgemdB werden danach Peptide mit 3 - 15 Aminosduren vorgeschlagen. die mindestens die wirksame 
Sequenz GA enthalten. Es hat sich gezeigt. daB diese PeptidmolekQIe als Inhibitoren und/oder Agonisten derjenigen 
amylokJen Peptkle/Proteine fungieren. welche die amyloiden Krankheiten Alzheimer'sche KrankheK. Typ II Diabetes 
mellrtus und Spongiforms Encephalopathien (z.B. Creutzfeld-Jacob-Krankheit, Scrapie Krankheit, BSE) verursachen. 
30 Die erfindungsgemdBen PeptidmolekQIe sind in der Lage, die Amyloidogenese oder Aggregation der amyloiden Pep- 
tide/Proteine p*Amyloides P^tid oder p-AP (bei der Alzheimer*schen Krankheit). Amylin/IAPP (beim Typ 11 Diabetes 
mellitus) und Prion-Protein (bei den spongiformen Encephalopathien) zu hemmen. Durch die erreichte Inhibition der 
Amyloidogenese der krankheitsverursachenden Peptide/Proteine wird auch die durch aggregiertes p-AR Amylin/IAPP 
Oder Prion-Protein verursachte zytotoxische WIrkung auf Gewebszellen inhibiert. 
35 Die Erfirxiung bietet folgende Vorteile gegenOber dem Stand der Technik: 

Einfache Chemosynthese in hoher Reinheit und Ausbeute nach gdngigen Methoden der Festphasenpeptidsyn- 
these (die hier beschriebenen Peptide sind i.d.R. kOrzer als die bisher beschriebenen potentiellen Inhibitoren und 
t^estehen aus nur eaier Art Chemischer Baustelne Aminosduren]. 

40 

Hohe bioioglsche Stabllitat, die durch den einftichen chemlschen Elnk^au unnatQrIicher /Kminosduren noch erhOht 
werden kann. 

Breite biologische und deunit potentiell therapeutische Anwendbarkeit (der hohe Homologiegrad zwischen den ent- 
45 sprechenden Sequenzen der amyloklbildenden Peptide/Proteine ermOglicht den Qberlappenden Einsatz der Inhi- 
bitoren in alien drei Krankheiten. 

Geringe Nebenwirkungen und geringe Antigenizrtdt beim Einsatz als Therapeutikum (die Peptide weisen aufgrund 
ihrer geringen GrOBe eine kleine Tendenz zur Induktion von Immunreaktionen im Patienten auf; andere in der Lite- 
50 ratur beschriebene Inhtbitorkandklaten (siehe oben AntikOrper oder hdhermolekulare Serumkomponenten und 
sind ca. 200-300 mal grOBer als die hier beshriebenen Peptide). 

Hohe biologische Aktivitdt in vitro und damit hohe vorhersagbare biologische Aktivitdt In vivo. 

55 - Damit hohe Vorhersagbarkeit einer therapeutischen Anwendung. 

Es hat sich gezeigt. daB fOr die drei eingan^ beschriebenen Anwendungsgeblete jeweils unterschiedliche Peptide 
besonders geeignet sind. die jedoch alle untereinander Homdogie aufweisen (Abb. 1). Nachfolgend werden die einze- 



2 



EP0 885 904A1 



len Peptide fur die drei Gruppen ndher erldutert. 

Die geeignete Peptidsequenz, wetche fOr die Amylotdbildung und Zytotoxizitdt von lAPP ausreichend ist, iet die 
Sequenz FGAIL (Einbuchstabencode), welche die AminosSurereste 23 - 27 von lAPP urnfeBt. EIne Veriangerung die- 
ser Sequenz in Richtung des N-Terminus von lAPP ergibt gieichfalls Weine (< 10 Aminosfturereste) Peptidfragmente, 

5 . welche Fibrillen (eine geordnete Aggregatstruktur. die typisch fur amyloide Krankheiten ist) bilden kOnnen und Zytoto- 
xizitdt aufweisen. Zur spontanen Aggregation, d.h. Hersteliung einer Qbergesdttigten PeptidlOsung dieser Peptide, wind 
eine 100 - lOOfach hOhere Konzentration, verglichen mlt lAPP. benOtigt. Diese Sequenzen wurden als Meinmolekulare 
^ Inhibitoren der Amyloidbildung von lAPP erfolgreich eingesetzt, da sie die kOrzeste und fur die Aggregation von lAPP 
notwendige Peptidsequenz enthalten. Diesem Effekt liegt der Aggregationsmechanismus von lAPP und glelchermaBen 

10 anderer amyloidbiklender Peptide (wie p-AP und dem Prion-Protein) zugrunde. Dabei erfolgt die Aggregation und Amy- 
loidbildung durch eine intermolekulare p-Faltblatt-BikJung. wofur intermolekulare (zwischen den MolekOtketten) Wae- 
eerstoffbrOcken und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten bestimmter Amlnosdurereete 
notwendig sind. DIese p-Faltblatt-Struktur fQhrt zu einer nicht-konvalenten Bindung zwischen zunachst zwei und 
anschlieBend mehreren lAPP-MolekOlen, welche daraufhin uniOsliche Aggregate/Amylold-Strukturen bilden, Der Wlr- 

75 kungsmschanismiis (Inhibition) der erllndungsgemiBen Peptide besteht darin, die aggregationsfOrdernden, intermole- 
kularen Wechselwirkungen zwischen zwei lAPP-MolekQIen zu unterbinden. Letzteres wind dadurch erreicht, da6 die 
Peptide selber diese Wechselwirkungen mit lAPP eingehen. Somit entsteht eine ^mpetition (Agonismus) zwischen 
lAPP und den Peptiden um die freien "Bindungsstellen" von lAPP Auf der agonistischen Wirkung dieser Peptide beruht 
auch ihr potentieller Einsatz als Krankheits-Diagnostika. Dadurch, daB die lOsliche Form der Peptide und bzw. niedrige 

}> Konzentrationen (micromolar) weder aggregieren noch Zytotoxizitdt aufweisen, wird ihr Einsatz als Inhibitoren und Typ 
ll-Diabetes-Diagnostika ermOglicht. ^ 
Folgende Peptidsequenzen wurden synthetisiert und als Inhibitoren der Amyloidbildung und Zytotoxizitdt von lAPP ^ 
eingesetzt: GAIL. FGAIL. NFGAIL. NNFGAIL, SNNFGAIL, NGGAILSS. SNNFGAILSS, wobei die einzelnen Buchsta- 
ben for Aminosduren nach dem Einbuchstabencode stehen. DarOberhinaus werden H-MolekQIe der Amidbindungen 

2S der obigen Peptidsequenzen durch eine Methyl-Gruppe ersetzt. um die durch p-Faltblattbildung induzierte Aggregation 
der Peptide zu unterbinden. Die Methyl-Gruppen wurden bei jeder zweiten Amidbindung eingefOhrt, jedoch variierte die 
Zahl der eingefOhrten Methyl-Gruppierungen. Die hergestelften Peptidanaloga enthalten eine Zahl von N-methylsubstl- 
tulerten Amidbindungen. welche sich zwischen einer und der Hdlfte der vorhandenen Amidbindungen pro MolekOI 
erstreckt. Dem Design dieser Klasse von Aggregationsinhibitoren liegt die Oberlegung zugrunde. daB durch die EinfQh- 

30 rung der Methylgruppe bei jeder zweiten Amidbindung die Dimerisierung oder die nicht-kovalente Bindung der kteinmo- 
lekularen Peptidsequenzen an lAPP nicht beeintrdchtigt, die sonst nachfolgende nicht-kovalente Expandierung der p- 
Falttjlattstrukturen, welche zur Aggregation fOhrt, jedoch weitgehend ausgeschaltet wrird. Im folgenden werden reprd- 
sentative Beispiele dieser SubstanzWasse. welche als Aggregationsinhibitoren von lAPP erfolgreich eingesetzt wurden, 
benannt: (N-Me)-GA-(N-Me)IU F{N-Me)-GA-(N-Me)IU NF(N-Me)-GA-(N-Me)IL, NNF{N-h/le)-GA-(N-Me)IU SNNF(N- % 

35 Me)-GA-(N-Me)IL, NF(N-Me)-GA-(N-Me)ILSS, SNNF{N-Me)-GA-(N-Me)-GA-(N-Me)IL, Q(N-Me)-AI(N-Me)-U FG(N- 1 
Me)-AL(N-Me)-L. NFG(N-Me)-AI(N-Me)-L. NNFG(N-Me)-AI{N-Me)-L, SNNFQ{N-Me)-AI(N-Me)-L, NFG(N-Me)-AI(N- i 
Me)-LSS. SNNFG(N-Me)-AI{N-Me)-LSS, FQA(N-Me)-IL, NFGA(N-Me)-IU NNFGA(N-Me)-IL, SNNFGA(N-Me)-IL. < 
NFGA(N-Me)-ILSS. SN(N-Me)-NFGAILSS. N-Me)-SN(N-Me)-NFQAILSS. (N-Me)-SN(N-Me)-NF(N-Me)-QAILSS etc. ^ 
Bei dem geeigneten Peptid, welches sich for die Ainyioidbildung und Zytotoxizitdt von p-AP einsetzen IdBt, handelt 

'40 es sich um Sequenzbereiche von p-AP, welche sich zwischen den Aminosduren 25 und 34 bef inden. irii^Anak)gie zur 
Sequenz 23 - 27 von lAPP wurde In p-AP die Sequenz 28 - 32 (KGAII) als die geeignete Sequenz. welche fOr die Amy- 
loidbildung und Neurotoxizitdt des GesamtmolekOls p-AP ausreicht. gefunden. Aus den gleichen Oberlegungen wie im 
Falle der lAPP-Amyloidbiklungsinhlbitoren wurden die folgenden zum lAPP homologen p-AP Sequenzen synthetisiert 
und als Inhibitoren der p-AP-Amyloidbildung und -Neurotoxizitdt eingesetzt GAII. KGAII, NKGAII. SNKGAII, GSNK- 

45 QAII, NKGIIGL. GSNKGAIIGL Fernerhin, wie oben beschrieben. wurden auch Analoga mK substituierten Amdbindun- 
gen hergestellt. Die Strukturen dieser Analoga wurden nach dem gleichen Prinzip wie die N-methylierten Inhibitoren 
der lAPP-Amyloidbikiung (siehe oben) designed. Im folgenden werden reprdsentative Beispiele dieser Substanzktasse 
aufgellstet: (N-Me)-GA-(N-Me)ll. K(N-Me)-GA-(N-Me)ll. NK(N-Me)-GA-(N-Me)-ll, SNK(N-Me)-GA-(N-Me)ll, GSNK(N- 
Me)-GA-(N-Me)ll, NK(N-Me)-GA-(N-Me)IIGU GSNK(N-Me)-GA-(N-Me)ll, G{N-Me)-AI(N-Me)-I. KG(N.Me)-AI(N-Me)-l, 

so NKG(N.Me)-AI(N-Me)-l. SNKG{N-Me)-AI(N-Me)-I, GSNKG(N-Wle)-AI(N-Me)-I. NKG(N-Me)-AI(N.Me)-IQL. GSNKG(N- 
Me).AI(N-Me)-IGU KGA(N-Me)-ll, NKGA(N-Me)-ll. SNKGA(N-Me)-ll. GSNKGA(N-Me)-IIGL. GS(N-l^e)-NKGAnQL, 
(N-IVle)-GS(N-Me)-NKGAIIGL. (N-Me)-GS(N-Me)-NK(N-h/le)-GAIIGL etc. 

Diegeeigneteste Sequenz, welche fOr die Amyloidbildung und Zytotoxizitdt von PrP ausreichend Ist. ist AGAW. Es 
handelt sich hier um eine Teilsequenz aus der Sequenz 110 - 119 PrR Weitere Sequenzen. die als Aggregations und 

ss Toxizitdtsinhlbitoren von PrP Venwendung f inden. sind: GAIL. AAGAW, VYYGAW, HVAAGAW, AAQAWQQ. HVAA- 
QAWGG. Auch die entsprechenden N-methylierten Peptidsequenzen - analog zu den lAPP-Derivaten (siehe oben - 
sind als Aggregations- und Toxizitdtsinhlbitoren geeignet. Im folgenden werden einige reprdsentative Beispiele der N- 
methylierten Analoga aufgefOhrt (N-Me)-GA-(N-Me)W. A(N-Me)-QA-(N-Me)W, AA(N-Me)-GA-(N-Me)W, AAGA(N- 
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Me)-VVGG. HV(N-Me)-AAGAVVGG. (N-Me)-HV(N-Me)-AAGAWGG, (N-Me)-HV(N-Me)-AA(N-Me)-GAWGG etc. 
Bei der Eriindung handelt es sich somit um peptidische Molekule, welche als Grundstrukturen (TempiatmolekQle) 

zur Inhibition und Analyse der AmyloidbikJung und Zytotoxizitat bei amyloiden Krankheitai verwendet werden kOnnen. 

Dabei wirken diese Peptide auf die fQr die amyloklen Krankheiten verantwortlichen MolekQIe Cihrersete annytoidbil- 
5 dende Peptide und Proteine ein. Die Peptide eind eomit errtweder selber inhibitoren oder Agonisten der Amytoicfoildung 

und Zytotoxizitat Oder kdnnen al8 Template fOr die Identrf izierung und Herstellung weiterer Inhibitoren und Agonisten 

dienen oder kOnnen als molekulare Werkzeuge bei der Analyse eingesetzt werden. 

Diese PeptkJe ftnden Anwendung als pharmazeutische Inhibitoren der AmyloidbikJung und Zytotoxizitdt oder als 

molekulare Werkzeuge zur Analyse der AmyloidbikJung und ZytotoxizHdt bei amyloiden Krankheiten. Somit handelt es 
10 sich um potentielle Pharmaka und Anaiytika zur Behandlung und Diagnose folgender auch beim Menschen vorkom- 

mender Krankheiten: 

Alzheimer*sche Krankheit, 
Typ II Diabetes meliitus, 

IS Sponiglorme Encephalopathien (z.B. Creutzfeld-Jacob-Krankheit, Scrapie-Krankheit, BSE). 
Die diagnostische Anwendung umlaBt zwei Aspekte: 

Verwendung als molekulares Werkzeug zur weiteren Erforschung des Mechanismus der AmylokJbikJung bei die- 
20 sen Krankheiten (Einsatz in Fbrschungslabors und F&E-Labors). 

Potentielle Verwendung als Reagenz zur Diagnostik amyloider Krankheiten bzw. der Vorhersage solcher Krankhei- 
ten (Diagnostika-Markt). 

Die Erf indung wind nachfolgend anhand eines AusfQhrungsbeispiels ndher erldutert. 
25 NFGAIL: Herstellung. Chrakterisierung, Aggregation, Testung der Fribrillenbildung, Testung der Zytotoxizitdt, 
Testung der inhibitorischen Wirkung auf die Aggregation von lAPP. 

- Herstellung und Charakterisierung 

NFGAIL wurde nach gdngigen Methoden der Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Es wuixJe der Wang-Anker 

30 venA/endet. und die Fmoc/tBu-Synthesestrategie eingesetzt. FQr einen 1 mM Ansatz wurden 4 mmd der geschotz- 
ten Aminosduren 4 mmol TBTU und 6 mmd DIEA in DMF pro Kupplungsschritt venfvendet Die Abspaltung der 
tempordren Schutzgruppen (Fmoc) erfolgte mittels 25 % PiperkJin in DMF und fQr die Abspaltung des Peptides 
vom Anker unter gleichzeitiger Abspaltung der permanenten Schutzgruppen der Seitenketten wurde 95 % TFA ver- 
wendet (Reaktionszeit 2 h). Das Rohrprodukt wurde durch prflparative RP-HPLC gerelnigt und dutch FAB-MS und 

35 Aminosflureanalyse charakterisiert 

AQareoation und Testuno der Fityilienbilduna 

Die Aggregationseigenschaften wurden in 10 mM Phosphatpuffer pH 7.4 getestet. Zundchst wurde eine hochkon- 
zentrierte (125 - 250 mM) StammlOsung des Peptides in DMSO hergestellt Aus dieser LOsung wurde das Peptid 

40 direkt in die AggregationslOsung unter mikJem RQhren pipettien. Eine 5 mM PeptidlOsung aggregierte spont^und 
wies somit keine "Aggregations-Lag-Time" auf. dagegen hat sich Aggregat erst nach 9 1/2 h g^kJet au^her 
LOsung von 3,75 mM NFGAIL (Aggregations-Lag-Time: 9 1/2 h) (Abb. 2). Fernerhin erfolgte sofortige Aggregation, 
wenn vorgefertigte NFGAIL Fibrillen (Nukleationskeime) zu der 3,75 mM LOsung addiert wurden (Fibrillenkonzen- 
tration 0.375 mM). Somit wurde gezeigt, daB die Aggregation dieser Peptide nach dem sogenannten "nukJeations- 

45 abhdngigen Polymertsationsmechanismus" verlSuft. Letzteres ist von groBer Bedeutung, da in der Uteratur die 
Meinung herrscht, dal3 die Amyte>idbildung On vitro) durch diesen Mechanismus verlaufen soli. Nach vollstindiger 
Aggregation wurde das Prdziprtat durch Zentrifugation tsoliert und durch Elektronen- und Potarisationsmikrokospie 
nach Kongorot Farbung untersucht. Dadurch wurde die f ibrilldre und amyloide Struklur des Aggregats bestatigt 
(Abb. 3). 

so 

' Testuno der Zvtotoxizitat 

Suspensionen der Peptidaggregate (hergestellt wie oben beschrieben) wurden mittels einer Rat Insulinoma 
(RIN5mQ und einer humanen Astrogiioma-Zellinie (HTB-14) auf Toxizrtat getestet. Die frisch gelOsten Peptkie wur- 
den ebenso auf Zytotoxizitat getestet. Somit konnte gezeigt werden. da3 die aggregierte Form von NF(3AIL zyto- 
55 tCKisch ist, wdbei die Ifisliche Form des Peptides keine Toxizitat aufwies (Abb. 4). 
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SBQUENZPROTOKOLL 

(1) ALIiOEMEXKE ANGABEN: 

S 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Fraunhofer Gesellschaft zur Foerderung der 

angewandten Forechuxig e.V. 

(B) STRASSE: Leonrodstr. 54 

(C) ORT: Muenchen 

10 (D) BUNDESLAND: Freistaat Bayern 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) P08TLEXTZAHL: 80636 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Peptide als Agonisten und/oder Inhibitpren 
der Ajnylpidbildung und Zytotoxizitt sowie der Verwenduxig 
IS bei der Alzheitnerschen Krankheit, beim Typ II Diabetes 

mellitue und bei spongiformcn Encephalopathie 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 20 

(iv) COMPUTER-IjESBARE FASSUNG: 
)? (A) DATENTR GBR: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC C0Ti?)atible 

(C) BETRIBBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(V) DATEN DER JBTZIGBR ANMELDUNG: 
25 ANMELDENUMMER: EP 98X10629.7 

(vi) DATEN DER XJRANMELDUNG : 

(A) ANHBLDENUMMER: DE 19725619.6 
<B) ANMBI-DETAG: 17-JUN-1997 

(2) ANQABEN ZU SBQ ID NO: 1: 

(1) 5EQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 4 Ainino8«\iren 

(B) ART: Aminos »ure 

(C) STRANQFORH: 

^. <D) TOPOIiOGIB: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 
(iv) ANTISENSE: MEZN 

■» 
i 

(xi) SEQUENZBBSCKREXBUNOs SEQ ID NO: 1: 

Gly Ala He Leu 
1 

45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NOs 2: 

(i) SEQUENZKBNHZBICHEK: 

(A) It NQE: 5 Aminos »uren 

(B) ART: AminoB«rUre 
SO (C) STRANOPORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DBS MOLEKfiLS: Peptid 
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10 



IS 



30 



35 



60 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Phe Gly Ala He Leu 
1 5 

(2) ANGABENT ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUBNZKE19NZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Aminos»uren 

(B) ART: Aminos„ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOI/5QIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

^ Asn Phe Gly Ala He Leu 

1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
2S (A) L NGE: 7 Aminos, uren 

(B) ART: Arainos,rUre 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Asn Asn Phe Gly Ala He Leu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

40 (i) SEQX7ENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 8 AminoBnUren 

(B) ART: Aminoe«ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

^ (ii) ART DES mLEKfiLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBX3NG: SEQ ID NO: 5: 

Ser Asn Asn Phe Gly Ala He Leu 
1 S 



55 
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(2) ANGABEN ZD SBQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKBNKZEICHBN: 

(A) L NOB: B AminoSirUren 

(B) ART: Aminos «ure 

(C) STMNOFORM: 

(D) TOP0L0QI6: linear 

(ii) ART DBS MOX«BKfiL8t Peptid 



<xi) 8EQUENZBESCHRSIBUNG: SBQ ID NO: 6: 

Asn Phe GXy Ala He Leu Ser Ser 

1 S 

(2) ANGABEN SSU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NOB: 10 Amino8,rUren 

(B) ART: Aminos jrure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOOIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKSliS: Peptid 



(xi) SEQUENZBBSCHREIBUNQ: SEQ ID NO: 7: 

Ser Asn Asn Phe Gly Ala lie Leu Ser Ser 
IS 10 

(2) ANGABEN ZU SBQ ID MOs 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NOB: 4 Aminos irUren 

(B) ART: Aminos«ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS NOLEKfiLS: Peptid 



(xi) SEQXJENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
Gly Ala He He 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L N6E: 5 Aminos „uren 

(B) ART: Aminos.ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS KOLBKfiLS: Peptid 
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(xi) SEQUKNZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO: 9: 

Lys Gly Ala lie lie 
5 IS 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENKZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Amino8„uren 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOliOGIE : linear 



15 



30 



35 



SO 



S5 



(11) ART DES MOLEKSliS: Peptid 



(xi) 8EQ1;ENZBESCHREXBX7NG: SEQ ID MO: 10: 

20 Asn Lys Gly Ala lie He 

1 5 

(2) AMGABSN ZU SEQ ID NO: 11: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 
25 (A) L NGE: 7 AminoSirUren 

(B) ART: Aminosirure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES HOLEKfiLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBimG: SEQ ID NO: 11: 

Ser Asn Lys Gly Ala He He 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

40 (i) SBQUENZKENKZEICHEN : 

(A) Xi NGE: 8 Amln08«rUren 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DES MOLEKSLS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHRBXBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Gly Ser Asn Lys Gly Ala He He 
1 5 



8 
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(2) AKOABBM ZO SBQ ID NO: 13: 

(i) SBQUENZKENNZEIC3IEN: 

(A) h NGE: e AminoBirUren 
^ - (B) ART: AminoSi^ure 

(C) STRANOFORM: 

(D) TOPOLOOIE: linear 

(11) ART DE8 MOLEKfiLS: Peptid 

10 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 

. Asn Lys Gly Ala lie He Gly Leu 

IS 15 

(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHBN: 

(A) L NGE: 10 Aminos«uren 
p (B) ART: AroinoBjrUre 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS KpLEKSLS: Peptid 



30 



35 



46 



(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG : SBQ ID HO: 14: 

Gly Ser Asn Lys Gly Ala lie He Gly X«eu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 5 Ainino8«,uren 

(B) ART: AminoSjrUre 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUN6: SBQ ID NO: 15: 

Ala Gly Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 16: 



(i) SEQXJENZKBNNZEICHBN: 

(A) L NGE: 6 AniinoSj^uren 

(B) ART: AminoBjrUre 
SO (C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: Peptid 



SS 
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(xi) SEOUENZBESCHREIBtn^G: SBQ ID NO: 16: 

Ala Ala 61y Ala Val Val 
5 1 S 

(2) AKC3ABEN ZU SBQ IP NO: 17: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L NQE: 7 Aminos „uren 
10 (B) ART: Aminos <rUre 

(C) STRAN6FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



IS 



SO 



30 



35 



40 



SO 



55 



(ii) ART DES MOLEK£LS : Peptid 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUN6: 6BQ ID NO: 17: 

Val Ala Ala 61y Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: IB: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
25 (A) L NOB: 8 Aminos «uren 

(B) ART: AminoBffUre 

(C) 6TRAN6FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES KOLEKfiLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBBSCHREXBUNG; SEQ ID NO: 18: 

His Val Ala Ala Gly Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 8 Aminos ^^uren 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DES MOLEKSLS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 19: 

Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
1 5 
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<2) AHGABEN ZU SBQ ID HOs 20: 



(i) 



SBQUEKZKEMNZEICHEII : 

(A) L NGB: 10 Amino8,rUren 

(B) ART: Amlnos«ure 

(C) 8TRAH6F0RM: 

(D) TOPOIiOQIE: linear 



5 



10 



<ii) 



ART DBS MOLEKSLS: Peptid 



IS 



<3ti) 



SBOUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO; 20: 



His 
1 



Val Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
5 10 



: ) 



PatentansprQche 

25 

1 . Peptid als Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung 
dadurch gekennzeichnet. 

da6das Peptid 3-15 Amtnosduren aufweist und mindestens die wirksame Peptidsequenz GA umfaOt. 

30 2. Peptid nach Anspruch 1 . 

dadurch gekennzeichnet daB es maximal 10 Aminosduren aufweist. 

3. Peptid nach Anspruch 1 oder 2. 

dadurch gekennzeichnet daB es die wirksame Peptidsequenz GAI umiaBt 



4. Peptid nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, daB es durch eine der tolgenden Peptidsequenzen GAIL, FGAIL, NFGAIL. NNFGAIU 
SNNFGAIL. NFQAILSS Oder SNNFGAIL^S geblldet ist 

^ 5. Peptid nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet. daB es durch eine der folgenden Peptidsequenzen GAIt KGAII, NKGAII, SNKGAII, 
QSNKGAII. NKGAIIGL oder GSNKGAIIGL geblMet ist 

6. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, 

45 dadurch gekennzeichnet, daB es durch eine der folgenden Peptidsequenzen AGAW, AAQAW, VYYGAW, HVAA- 
GAW, AAGAWGG Oder HVAAGAWGG gebiMet ist 

7. Peptid nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet daB mindestens etn WasserstoffmolekQt der Amidbindung in der Sequenz durch eine 
so Methylgruppe ersetzt ist 

8. Peptid nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet daB jedes zweite WasserstoffmolekOI durch eine Methylgruppe ersetzt ist. 

55 9. Verwendung eines Peptkis nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 4, 

zur Herstellung eines Arznelmittels als Agonist und/oder Inhtoitor der Amylokibildung und/oder Zytotoxizitat bei Typ 
II Diat>ete8 mellitus. 



35 
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10. Verwendung etnes Peptids nach mindestens einem der AnsprQche 1 , 3 und 5. 

zur Herstellung eines Arzneimittels als Agonist und/oder Inhbitor der Amyloidbildung und/oder der Zytotoxizitdt bei 
der Alzheimer*schen Krankheit 

11. Verwendung der Peptide nach mindestens einem der AnsprQche 1, 2 und 6, 

afs Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung und/oder Zytotcxizitdt bei spongitormen Encephalopathien. 
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Sequenz (20-29) von hIAPP: 


S 


N 


N 


T 




A I 


Ii 


s 


S 


Sequenz (25-34) vonP-AP: 


G 


S 


N 


K 




A I 


Z 


G 


L 


Sequenz ( 1 1 0- 1 1 9) des PrP: 


H 


V 


A 


A 


/-» 


A V 


V 


G 


G 



Abb. 1: Anordnung der homologen Sequenzen von lAPP, p-AP und dem Prionprotein (PrP). Homologe 
Reste sind unterstrichen : konservative Substitutionen sind in fctt. 
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1 — « — I — ' — 1 — ' — I — ' — I — ' — r 
0 10 20 30 40 50 



Zeit (Stunden) 



Abb. 2: Aggregation von NFGAIL. Dabei wurde die Absorption bei 400 nm als Indikator fur die 
FibriUenbildung (Lichtstreuung an panikularen Bestandteilen) in Abhangigkeit von der Zeii umersuchi. 



14 



EP0 885 904A1 




JDOCID: <EP 0886904A1J_> 



15 



EP0885 904A1 




Log(Kon2entration [M]) 



Abb. 4: Testung der Zvtoioxizitat von NFGAIL. Der Umsaiz des Farbstoffs MTT vvurde als MaB 
fiir die ZeUvitalhat nach bekannten ProtokoUen in Abhangigkeit \-on der Konzentration der 
Testsubstanz gemessen. 
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